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O aminoácido glutamato é o neurotransmissor excitatório mais importante do sistema 
nervoso de mamíferos e a ativação de seus receptores tem importante papel em processos 
fisiológicos e patológicos. A morte celular excitotóxica pode ser tanto necrótica quanto 
apoptótica e envolve a ativação de diversas vias de sinalização celular, como as quinases ativadas 
por mitógenos, ERK 1/2 e p38MAPK. Na necrose, ocorre ruptura da membrana plasmática e 
depleção dos níveis de ATP. Na apoptose, as organelas permanecem intactas e a carga energética 
é mantida. A cromatina condensa-se e o DNA é fragmentado em frações internucleossomais. Os 
nucleotídeos e nucleosídeos derivados da guanina (DG) podem modular a transmissão 
glutamatérgica, promovendo neuroproteção. O objetivo deste estudo foi avaliar o tipo de morte 
celular induzida por glutamato em fatias de hipocampo de ratos e o possível papel neuroprotetor 
do GMP. Glutamato 10 mM não promoveu alterações na viabilidade celular, na liberação de LDH 
e também não induziu liberação do citocromo c da mitocôndria e modulação das vias das ERK 
1/2 e p38MAPK, porém, promoveu fragmentação de DNA em frações internucleossomais. 
Glutamato 1 e 10 mM promoveram redução significativa da viabilidade celular sem alteração na 
liberação de LDH e induziram a liberação do citocromo c e fragmentação do DNA, sugerindo 
morte celular por apoptose. Glutamato 1 e 10 mM promoveram inibição das vias da ERK 2 e 
p38MAPK. A redução de viabilidade celular induzida por glutamato 1 mM e 10 mM, é bloqueada 
por antagonistas ionotrópicos (MK-801 e GAMS), e antagonistas ionotrópicos e metabotrópicos 
(MK-801, GAMS e M-CPG), respectivamente. GMP 1 mM não alterou a redução de viabilidade 
celular e a inibição da ERK 2 e p38MAPK, induzidas por glutamato. Contudo, GMP protegeu 
contra a redução de viabilidade celular induzida por NMDA, sugerindo que a alteração de 
 viii 
viabilidade induzida por glutamato pode envolver outros mecanismos além da ativação de seus 
receptores. GMP per se induziu e também aumentou o grau de fragmentação de DNA promovido 
por glutamato. O aumento da concentração de GMP de 1 para 5 mM reduziu a viabilidade 
celular. Estes resultados demonstram que glutamato (1 e 10 mM) induz morte celular por 
apoptose e apontam o GMP como um potencial agente indutor de apoptose em fatias de 



































The amino acid glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the mammalian 
central nervous system and activation of its receptors displays important roles in physiological 
and pathological processes. Excitotoxic cell death may be either necrotic or apoptotic and 
involves the activation of several cellular signalling pathways, as the mitogen activated kinases, 
ERK 1/2 and p38MAPK. Necrosis causes rupture of the plasmatic membrane and ATP levels 
depletion. During apoptosis, cellular organelles remain intact and energetic charge is maintained. 
The chromatin is condensed and DNA is fragmented in internnucleosomal fractions. Guanine 
nucleotides and nucleosides may modulate glutamatergic transmission, therefore affording 
neuroprotection. The purpose of this study was to evaluate the cellular death induced by 
glutamate in hippocampal brain slices and the possible neuroprotective role of GMP. Glutamate 
10 mM did not alter cell viability and LDH leakage from slices. It also did not induced 
cytochrome c release from mitochondria or ERK 1/2 and p38MAPK modulation. Although, it 
induced internucleosomal DNA fragmentation. Glutamate 1 and 10 mM promoted a significant 
reduction in cell viability without alterations in LDH leakage. They also induced cytochrome c 
release and DNA fragmentation, suggesting an apoptotic mode of cell death. Glutamate 1 e 10 
mM promoted ERK 2 e p38MAPK pathways inhibition. The reduction in cell viability induced by 
glutamate 1 mM and 10 mM is blocked by ionotropic (MK-801, GAMS) and ionotropic and 
metabotropic glutamate antagonists (MK-801, GAMS and M-CPG), respectively. GMP 1 mM 
did not alter the reduction in cell viability and the ERK 2 and p38MAPK inhibition induced by 
glutamate. However, GMP had a protective effect against the reduction in cell viability induced 
by NMDA, suggesting that glutamate- induced alteration in cell viability may involve other 
mechanisms than its receptors activation. GMP per se induced and also enhanced the degree of 
 x 
DNA fragmentation induced by glutamate. Cell viability was reduced when GMP concentration 
was increased from 1 mM to 5 mM. These results suggest that glutamate (1 and 10 mM) induce 




















1.1-TRANSMISSÃO GLUTAMATÉRGICA  
 
A comunicação celular no sistema nervoso central (SNC) ocorre em zonas de contato 
especializadas chamadas sinapses. Nesta região, os neurônios pré e pós-sinápticos comunicam-se 
quando ocorre alteração no potencial elétrico no terminal pré sináptico e a consequente liberação 
de neurotransmissores.  
Ao interagir com receptores de membrana, os neurotransmissores abrem ou fecham 
canais iônicos, ativam ou inibem sistemas enzimáticos. O processo é finalizado com a captação 
ou metabolização destes neurotransmissores e/ou modificação do número ou atividade dos 
receptores (KANDEL et al., 1991; COOPER et al., 1996). 
Glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatório do SNC de 
mamíferos. Desempenha importante papel na manutenção de aspectos funcionais do cérebro, tais 
como: cognição, aprendizagem, memória e controle motor (FONNUM, 1984; OTTERSEN & 
STORM-MATHISEN, 1984; COLLINGRIDGE & LESTER, 1989; HEADLEY & GRILLNER, 
1990). Além disto, desempenha papel fundamental no desenvolvimento do SNC, inclusive na 
indução sináptica, migração, diferenciação e morte celular (McDONALD & JOHNSTON, 1990; 
KOMURO & RAKIC, 1993; ROSSI & SLATER, 1993; JOHNSTON, 1995; LaMANTIA, 1995; 
VALLANO, 1998; DANBOLT, 2001). 
O metabolismo celular do glutamato envolve tanto neurônios quanto astrócitos. 
Glutamato é transportado para o interior de vesículas sinápticas por um carreador de baixa 
afinidade através de um mecanismo dependente de gradiente próton-eletroquímico promovido 
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por uma ATPase (NAITO & UEDA, 1985) e subsequentemente liberado por exocitose. Quando 
o glutamato é liberado das vesículas sinápticas após um estímulos de despolarização promovido 
pela entrada de íons cálcio, ele interage com seus receptores específicos localizados 
principalmente na membrana dos terminais pós-sinápticos e de astrócitos . 
Como parece não haver nenhuma enzima extracelular capaz de metabolizar o 
glutamato liberado pelos terminais pré-sinápticos, a única maneira rápida e eficaz de promover a 
sua retirada do fluido extracelular é através da recaptação feita por carreadores de alta afinidade 
para o glutamato. Estes carreadores estão localizados nos neurônios e principalmente nas células 
gliais e são dependentes de íons sódio (ROBINSON & DOWD, 1997). Uma eficiente captação 
de glutamato, suplementada por um processo de difusão passiva para fora da fenda sináptica 
(ISAACSON & NICOLL, 1993), contribuem para o término das ações do glutamato em seus 
receptores sinápticos.  
Nos astrócitos, o glutamato recaptado do fluido extracelular é convertido à glutamina 
pela ação da enzima glutamina sintetase e liberado por intermédio de transportadores de 
glutamina para o meio extracelular. A glutamina liberada pelos astrócitos é captada pela células 
neuronais e reconvertida a glutamato. O tráfego de glutamato e glutamina entre neurônios e 
astrócitos parece ser a maior rota de reciclagem do neurotransmissor glutamato no SNC 
(DANBOLT, 2001). 
 O neurotransmissor glutamato pode se unir a uma grande variedade de receptores, os 
quais são denominados ionotrópicos e metabotrópicos (GASIC & HOLLMAN, 1994). Os 
receptores ionotrópicos são uma família de canais iônicos  caracterizados de acordo com seu 
agonista mais seletivo: N-metil-D-aspartato (NMDA), alfa-amino-3-hidróxi-metilisoxazole-
propionato (AMPA) e kainato (KA). Os receptores metabotrópicos acoplam-se a proteínas 
ligantes de nucleotídeos da guanina (proteínas-G), através das quais promovem a modulação de 
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efetores intracelulares e ativam e/ou inibem diversos eventos de transdução do sinal celular 
(OBRENOVITCH & URENJAK, 1997). 
Os diferentes subtipos de receptores ionotrópicos apresentam algumas diferenças 
quanto as suas propriedades farmacológicas e fisiológicas.  
Os  receptores AMPA e KA são permeáveis a Na+ e  K+ e são responsáveis pela 
rápida ativação da neurotransmissão excitatória no SNC (BLEAKMAN & LODGE, 1998; 
SEGOVIA et al., 2001). O receptor do subtipo NMDA ativa canais de Na+,  K+, é altamente 
permeável a Ca2+, dependente de voltagem e altamente regulado (SEGOVIA et al., 2001). O 
receptor NMDA apresenta três aspectos característicos: (i) sob condições de repouso permanece 
bloqueado por Mg2+. Correntes iônicas através deste receptor ocorrem somente quando a 
membrana neuronal é despolarizada; (ii)  quantidades significativas de íons Ca2+ entram na 
célula durante a ativação deste receptor; e (iii) a neurotransmissão mediada pelo receptor NMDA 
ocorre lentamente e continua por um período prolongado (OZAWA, et al., 1997). Os receptores 
NMDA são positivamente regulados por glicina, poliaminas e por fosforilação. A sua atividade 
pode ser diminuída pela oxidação de grupos sulfidril em seu sítio redox (STONE & ADDAE, 
2002). 
Efeitos neurotóxicos dos agonistas dos receptores glutamatérgicos e o bloqueio ou 
prevenção da indução de toxicidade na presença de antagonistas específicos têm sido avaliados. 
Entre os compostos mais freqüentemente usados estão os antagonistas dos receptores NMDA,  
tais  como:  ácido  [3-[(±)-carboxipiperazina-4-il]prop-1- il]- fosfônico (CPP),  ácidoD-2-amino-
7-fosfonoheptanóico (AP7) e (+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo [a,d]ciclohepteno-5,10-
imina (MK-801); e os antagonistas não NMDA, 6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX), g-D-
glutamilamino-metilsulfonato (GAMS), e 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), são 
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mais efetivos para os receptores de KA; e 2,3-dihidróxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo-(F)-
quinoxalinal (NBQX) é o mais efetivo antagonista competitivo específico para os receptores 
AMPA (SHEARDOWN et al., 1990). 
Estudos de clonagem e expressão gênica têm levado à identificação das subunidades 
dos receptores ionotrópicos, assim distribuídos: cinco subunidades para receptores NMDA 
(NR1, NR2A, NR2B, NR2C e NR2D), quatro para receptores AMPA (GluR1, GluR2, GluR3 e 
GluR4) e cinco para receptores KA (GluR5, GluR6, GluR7, KA1 e KA2). 
Os oito subtipos de receptores metabotrópicos são classificados em três subgrupos, 
com base nas seqüências homólogas de seus aminoácidos. São eles: grupo I (mGluR1 e 
mGluR5), grupo II (mGluR2 e mGluR3), grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8) 
(PIN & DUVOISIN, 1995). 
Os receptores do grupo I são potencialmente ativados por quisqualato e 1S,3R-
aminociclopentano-1,3-dicarboxilato (1S,3R-ACPD) e estão relacionados com a hidrólise de 
fosfolipídios de membrana; os receptores do grupo II são ativados por 1S,3R-ACPD e os do 
grupo III por L-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4), ambos modulam a atividade da adenilato 
ciclase (DUVOISIN et al., 1995). Estudos recentes têm mostrado que 1S,3R-ACPD também 
estimula atividade da fosfolipase D (PLD) em fatias de hipocampo de ratos neonatos e adultos, e 
que a resposta produzida por ele é consideravelmente mais acentuada em animais recém-
nascidos do que em adultos. Estes achados indicam que outros mecanismos de transdução de 
sinal, além daqueles ativados por fosfolipase C e adenilato ciclase podem estar operantes após a 





1.2-GLUTAMATO E EXCITOTOXICIDADE 
 
A potencialidade do neurotransmissor glutamato como mediador de eventos 
patológicos foi descoberta simultaneamente à caracterização  do seu papel como o principal  
neurotransmissor excitatório das sinapses no SNC. Estudos realizados paralelamente aos que 
definiram o papel fisiológico do glutamato no SNC, mostraram que a aplicação direta de altas 
concentrações de glutamato a neurônios de retina (LUCAS & NEWHOUSE, 1957) e a injeção de 
glutamato monossódico em camundongos neonatos, produziam lesões hipotalâmicas e retinianas 
(OLNEY, 1969). O termo excitotoxicidade foi criado para definir a morte neuronal causada  pela 
administração exógena de altas concentrações de glutamato ou compostos com ação agonística 
nos receptores para glutamato (OLNEY, 1981). Este tipo de excitoxicidade exógena tem sido 
amplamente demonstrado in vitro e in vivo, inclusive em humanos que acidentalmente consomem 
melhixões contaminados com o analógo de KA, o ácido domóico (PENG et al., 1994). 
Além de causar toxicidade para neurônios, o excesso de glutamato também pode estar 
envolvido na morte de células gliais. Glutamato pode induzir morte celular em astrócitos 
neocorticais (DAVID, 2000) e em oligodendrócitos (MATUTE, 2002). A microglia parece ser o 
tipo celular menos susceptível à excitotoxicidade. Isto é devido ao fato de que estas células só 
expressam receptores para glutamato quando estão ativadas (MATUTE, 1997).  
A excitotoxicidade glutamatérgica está envolvida em alterações neurológicas agudas 
como hipóxia, isquemia, traumatismo craniano e epilepsia (MELDRUM, 2000) e em doenças 
neurodegenerativas crônicas como Alzheimer, Parkinson, Huntington (LIPTON & 
ROSENBERG, 1994). O mecanismo primário da morte celular induzida por glutamato envolve o 
desequilíbrio iônico promovido pela entrada excessiva de cálcio, inicialmente por atuar via seus 
receptores ionotrópicos (KA, AMPA e NMDA) e posteriormente atuando também via seus 
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receptores metabotrópicos (MICHAELIS, 1998). O aumento de cálcio intracelular leva à ativação 
de enzimas como proteases, fosfolipases, óxido nítrico sintases e endonucleases que contribuem 
para a morte celular através de diversos mecanismos (MELDRUM, 2000).  
 
 
1.3-MORTE CELULAR: NECROSE OU APOPTOSE 
 
Em 1972, KERR e colaboradores introduziram o termo apoptose para diferenciar a  
morte celular que ocorre durante o desenvolvimento e renovação celular daquela que ocorre em 
condições patológicas (necrose), causada geralmente por trauma, isquemia ou dano celular. 
Contudo, foi a partir de 1990, que através de técnicas de biologia molecular pode-se demonstrar 
os mecanismos envolvidos na morte celular por apoptose (JACOBSON, 1997; KUAN et al., 
2000; OLSON & KORNBLUTH, 2001).  
Nos últimos anos , vários estudos têm apontado o papel da apoptose no SNC (OCHU 
et al., 1998; SASTRY & RAO, 2000) e a possibilidade deste processo ser relevante em doenças 
neurodegenerativas (MATTSON, 2000).  
Na morte celular por apoptose, não são observadas alterações de permeabilidade 
celular, as organelas permanecem geralmente intactas e a carga energética da célula é mantida. A 
apoptose requer a síntese de novas moléculas e a cromatina torna-se condensada formando 
grânulos nucleares e o DNA é fragmentado em frações internucleossomais. Geralmente, a 
apoptose envolve a ativação de caspases, proteases dependentes de cisteína que reconhecem sítios 
específicos ricos em aspartato em suas proteínas alvo (SASTRY & RAO, 2000) (Fig. 1). 
A apoptose pode ocorrer através da ativação de uma via que envolve a participação 
da mitocôndria (via intrínseca). Nesta via, pode-se observar a translocação de proteínas pró-
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apoptóticas da família das Bcl-2 (Bax e Bad) do citosol para a mitocôndria com a consequente 
formação de poros na membrana  mitocondrial e liberação do citocromo c para o citosol . O 
citocromo c presente no citosol liga-se à Apaf-1 (proteína reguladora da apoptose) e em seguida à 
pró-caspase-9. Este complexo é chamado de apoptossoma e promove a ativação da pró-caspase-9 
através de uma reação que requer hidrólise do ATP. Subsequentemente, a caspase 9 leva à 
ativação de caspases efetoras, como a caspase-3 (OLSON & KORNBLUTH, 2001). A ativação 
de uma cascata de caspases pode então ativar DNAses que são responsáveis pela clivagem do 
DNA em fragmentos internucleossomais (NAGATA, 2000) (Fig. 1). A apoptose pode também 
ocorrer através da ativação de uma via extrínseca, a qual se desenvolve de maneira independente 
da formação do apoptossoma. A ligação de moléculas como Fas e fator de necrose tumoral (TNF) 
à seus receptores de superfície pode ativar a via extrínseca, com o recrutamento de moléculas 
adaptadoras e a ativação direta da caspase-8. Uma vez ativada, a caspase-8 pode processar e 
ativar outras caspases levando à destruição celular (OLSON & KORNBLUTH, 2001).  
Ao contrário do que é observado durante a apoptose, a morte celular necrótica 
envolve desbalanço na homeostasia da célula, o que leva ao inchaço de compartimentos celulares 
como a mitocôndria e outras organelas. Estes eventos contribuem para que haja ruptura da 
membrana plasmática e extravasamento do conteúdo intracelular. Durante este processo, 
geralmente ocorre depleção da carga energética da célula (ATP) e o mesmo não é dependente da 
síntese de novas moléculas (SASTRY E RAO, 2000). 
Apesar de estarem descritos parâmetros específicos que permitem diferenciar estes 
dois tipos de morte celular, alguns destes podem ser encontrados tanto na apoptose quanto na 
necrose. Por exemplo, THOMAS & MAYLE (2000), demonstraram rompimento da membrana 
celular (evento geralmente necrótico) com a administração de um indutor  clássico de apoptose 
(staurosporina) em cultura de neurônios corticais. Também foi verificado que características 
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morfológicas encontradas na morte celular por apoptose nem sempre estão associadas à 







Figura 1: Esquema representativo da ativação da via intrínseca na morte celular 
apoptótica.  
A ativação de proteínas pró-apoptóticas da família da Bcl-2 induzem a formação de poros na 
membrana mitocondrial e liberação do citocromo c. O citocromo c liberado interage com a 
APAF-1 e com a pró-caspa-se 9, em uma reação que requer a hidrólise do d-ATP, formando o 
apoptossoma. O apoptossoma ativa a caspase-9, que por sua vez ativa a caspase-3 levando à 
morte de células por apoptose. Bax, Bad, Bik, Bim e Bid = proteínas pró-apoptóticas da família 
das Bcl-2; DYm = potencial de membrana mitocondrial; cyto c = citocromo c; APAF-1 = fator 
ativador da apoptose-1; d-ATP = desoxi-adenosina-5’-trifosfato. 
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1.3.1-MORTE CELULAR E EXCITOTOXICIDADE 
 
 A morte celular excitotóxica pode ser tanto necrótica quanto apoptótica. Em culturas 
de neurônios corticais, demonstrou-se que a exposição ao glutamato pode causar necrose e 
apoptose dependendo da função mitocondrial (ANKARCRONA et al., 1995; ANKARCRONA, 
1998) e outro estudo utilizando retina de pinto observou morte celular por apoptose seguida de 
necrose (IENTILE et al., 2001). Modelos de isquemia in vivo demonstraram a ocorrência de 
necrose na zona isquêmica (local onde o acúmulo de glutamato causa dano celular), enquanto que 
na região de penumbra as células inicialmente sobrevivem para posteriormente morrerem por 
apoptose (IRVING et al., 2000). 
Vários outros trabalhos utilizando diferentes modelos demonstram o envolvimento da 
ativação de receptores glutamatérgicos e a indução de morte celular por apoptose com liberação 
de citocromo c, ativação de caspases e fragmentação de DNA (HIRASHIMA et al., 1999; 
THOMAS E MAYLE, 2001; CHEN, et al., 2001; HIRAI et al., 2002).   
 Em estudos realizados em nosso laboratório, observamos indução de morte celular 
em fatias de hipocampo de ratos utilizando um modelo de isquemia química (MOLZ et al., 2001; 
OLIVEIRA et al., 2002). Neste modelo, foi observada redução da viabilidade celular com 
liberação da enzima lactato desidrogenase (LDH) para o meio extracelular e diminuição dos 
níveis de ATP, parâmetros que sugerem uma morte celular necrótica. 
A utilização de fatias de hipocampo de ratos para avaliação de toxicidade apresenta 
algumas vantagens em relação a outros modelos in vitro pelo fato de manter a citoarquitetura do 
tecido de origem e a manutenção da matriz extracelular, preservando assim as interações 
neurônio-glia (GÄHWILER et al., 1997). Por outro lado, as fatias são estruturas que mantêm-se 
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viáveis por pouco tempo, e por isso alternativas devem ser estabelecidas para estudos que 
necessitem a manutenção destas preparações por períodos de tempo mais prolongados.  
 
 
1.3.2- VIAS DE SINALIZAÇÃO ENVOLVIDAS NA MORTE E SOBREVIDA CELULAR  
 
  Dano físico, isquemia ou a liberação não apropriada de neurotransmissores são 
geralmente acompanhados por eventos como o influxo de cálcio e o início de uma cascata de 
eventos que levam à ativação de várias vias de sinalização celular que estão associadas à 
neurodegeneração. Por outro lado, os insultos também podem acarretar a ativação de vias que 
culminam na produção e ativação de fatores que estão envolvidos na recuperação celular 
(SAPOLSKY, 2001; BUTLER et al., 2002). 
Respostas a vários estímulos celulares são mediadas pela cascata das proteínas 
quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) (MUKHERJEE et al, 1999, CHANG & KARIN, 
2001, CROSSTHWAITE et al., 2002, LEAL et al., 2002,).  Estas proteínas são serina/treonina 
quinases que podem ser diferenciadas das proteínas tirosina quinases pelo fato da sua ativação 
requerer a dupla fosforilação em resíduos distintos de treonina e tirosina. As três principais 
MAPKs identificadas são as quinases reguladas por sinal extracelular (ERK1/2) e as proteínas 
quinases ativadas por estresse , as quinases c-Jun NH2-terminal (JNK) e as p38MAPK. 
Geralmente, as ERK1/2 são principalmente ativadas por fatores de crescimento e 
estão envolvidas na proliferação, diferenciação e sobrevida da célula, enquanto que a ativação da 
JNK e p38MAPK está ligada à morte celular (BONNI et al., 1999; HARPER & LOGRASSO, 
2001; CHANG & KARIN, 2001). Além do seu papel na mitogênese, as ERK1/2 participam de 
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processos de indução de potenciação de longa duração e formação de memória dependente de 
hipocampo (SWEATT, 2001).  
No que se refere modulação das MAPK por glutamato, a maioria dos trabalhos 
utilizando culturas de células demonstram o aumento da fosforilação e ativação das ERK1/2 
(JIANG et al., 2000; PERKINTON et al., 2002; JIN et al., 2002). Kawasaki e colaboradores 
(1997) demonstraram a ativação da p38MAPK em neurônios granulares tratados com glutamato e  
recentes evidências tem demonstrado o envolvimento da ativação da ERK 1/2 e a indução de 





As purinas, representadas pela adenina e guanina, seus nucleosídeos 
correspondentes, adenosina (ADO) e guanosina (GUO),  seus produtos metabólicos, nucleosídeo 
inosina e as bases hipoxantina e xantina, bem como os nucleotídeos das purinas, adenosina-5’-
trifosfato (ATP), adenosina-5’-difosfato (ADP), adenosina-5’-monofosfato (AMP), guanosina-
5’-trifosfato (GTP), guanosina-5’-difosfato (GDP) e guanosina-5’-monofosfato (GMP), são 
moléculas onipresentes em células animais e vegetais (RATHBONE, et al., 1999). 
O ATP é considerado a molécula de energia celular universal e também outros 
nucleotídeos e nucleosídeos estão envolvidos nas vias bioquímicas e na transferência de energia 
dentro da célula. Nucleotídeos cíclicos como AMP cíclico e GMP cíclico agem como 
importantes segundos-mensageiros intracelulares durante a transdução de sinal.  
As funções intracelulares dos nucleotídeos da guanina tem sido bem caracterizadas, 
como por exemplo, servindo como fonte de energia para a síntese protéica nos ribossomas, 
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controle do movimento vesicular nas células, e são responsáveis pelo ciclo de 
ativação/inativação das proteínas-G monoméricas e heterotriméricas (BOURNE et al., 1990; 
HEPLER & GILMAN, 1992; EXTON, 1998). GDP une-se às proteínas-G em seu estado inativo; 
GTP participa da ativação das proteínas-G, e não foi demonstrada até então nenhuma interação 
de GMP ou do nucleosídeo GUO com as proteínas-G. 
Além do seu papel no metabolismo e sinalização celular, ATP e adenosina 
funcionam como neurotransmissores e neuromoduladores através da sua interação com 
receptores de membrana específicos, denominados P2 (P2x e P2y) e P1 (A1, A2a, A2b, A3), 
respectivamente (BURNSTOCK, 1997). Os derivados da adenina são importantes mensageiros 
intercelulares, podendo afetar a função cardíaca, agregação plaquetária e o tônus vascular 
(HUTTERMANN et al., 1984; OLSSON & PEARSON, 1990; BURNSTOCK et al., 1991). 
As purinas, através de ação extracelular, apresentam efeitos tróficos tanto em células 
gliais (astrócitos), promovendo proliferação e diferenciação celular, quanto em neurônios, 
promovendo a expansão e crescimento de neuritos. Verificou-se também que estes compostos 
podem exercer seus efeitos tróficos indiretamente através do aumento na produção de fatores de 
crescimento em culturas de astrócitos (CICCARELLI et al., 2001). 
 Em relação aos nucleotídeos e nucleosídeo da adenina, tem sido demonstrado 
envolvimento tanto em situações de toxicidade, quanto em neuroproteção. Foi demonstrado que 
ADO apresenta efeito neuroprotetor contra insultos isquêmicos (RUDOLPHI et al., 1992; 
SCHUBERT et al., 1994). Além disso, a liberação de ADO está aumentada em condições 
isquêmicas/hipóxicas (PEDATA et al., 1993; PHILLIS et al., 1996). A ADO é também 
considerada um anticonvulsivante endógeno, atuando em seus receptores A1, diminuindo a 
liberação de glutamato. Por outro lado, já foi observado que em células astrogliais, ADO pode 
induzir morte celular por apoptose (ABRACCHIO et al. 1995; ABRACCHIO et al., 1998).  
 13 
Os astrócitos são a principal fonte de purinas no SNC. Em condições fisiológicas, os 
astrócitos podem liberar tanto os derivados da adenina (ADO e ATP) quanto os derivados da 
guanina (GUO e GTP). Sob condições de hipóxia/isquemia, as células astrocitárias podem 
liberar até três vezes mais GUO que em condições normais, e a concentração desta purina pode 
permanecer elevada por até 30 minutos (CICCARELLI et al, 1999). A GUO por sua vez, 
estimula a liberação de ADO em astrócitos e dessa maneira, pode ser responsável por alguns 
efeitos da GUO (CICCARELLI et al., 2000). Porém, muitos efeitos da GUO não são bloqueados 
na presença de antagonistas de adenosina em células PC12 (GYSBERS & RATHBONE, 1992).  
 Apesar de os efeitos biológicos dos derivados da guanina estarem bem estabelecidos, 
os receptores para estes compostos ainda não estão bem identificados e caracterizados. 
Entretanto, observou-se que GTP une-se a sítios específicos que não apresentam atividade 
enzimática (GTPásica) (TASCA et al., 1999a) e dados recentes sugerem a possível existência de 
sítios de ligação para GTP em células PC12 (GYSBERS et al., 2000) e para a GUO em 
preparações de cérebro de ratos (TRAVERSA et al., 2002).  
 
 
1.4.1- DERIVADOS DA GUANINA E SISTEMA GLUTAMATÉRGICO 
  
 Diversas evidênc ias demonstram que outra importante função extracelular dos 
derivados da guanina (DG) é a modulação da transmissão glutamatérgica. Os DG podem inibir a 
união de glutamato e agonistas ionotrópicos (KA, NMDA, AMPA) a seus receptores, sem 
interagirem com as proteínas-G (SOUZA & RAMÍREZ, 1991; PAZ et al., 1994; PAAS et al., 
1996; DEV et al., 1996, TASCA et al., 1999b). Utilizando-se fatias de hipocampo de ratos, foi 
observado que os DG inibem a fosforilação da proteína glial fibrilar ácida (GFAP) (TASCA et 
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al., 1995) e o acúmulo de AMP cíclico induzido por glutamato e análogos metabotrópicos 
(TASCA et al., 1998). Também observou-se que os DG potencializam respostas induzidas por 
adenosina (TASCA et al., 1999b; TASCA et al., 2000). Além disto, os DG protegem contra o 
dano induzido por glutamato em fatias de hipocampo de ratos adultos submetidas à hipóxia 
(REGNER, et al., 1998). Desta maneira, demonstrou-se que não somente a união de glutamato é 
modulada por DG, mas também respostas celulares induzidas por glutamato podem ser 
moduladas pelos DG, quando agindo extracelularmente.  
GUO estimula a recaptação de glutamato em cultura de astrócitos corticais (FRIZZO 
et al., 2001). Este efeito não é revertido pela administração de um inibidor do transporte de 
nucleosídeo ou por antagonistas de receptores de ADO, sugerindo um sítio de ação extracelular 
sem o envolvimento de receptores de ADO. 
Estudos in vivo têm demonstrado que GMP reverte o efeito de glutamato em 
respostas comportamentais como a esquiva inibitória (RUBIN et al., 1996; RUBIN et al., 1997). 
Também observou-se que os DG protegem contra a lesão neuronal e contra convulsões induzidas 
pela injeção de ácido quinolínico (um análogo dos receptores do sub-tipo NMDA) no cérebro de 
ratos e camundongos (MALCON et al., 1997; SCHIMIDT et al., 2000; LARA et al., 2002).  
Demonstrou-se que os DG podem ser liberados de células gliais (astrócitos) em 
cultivo e que a quantidade destes compostos eleva-se rapidamente após um período de 
hipóxia/hipoglicemia e permace nestes níveis após o insulto (CICCARELLI et al., 1999). Além 
disso, a presença de DG no espaço extracelular foi demonstrada pela análise do fluído 
cerebroespinhal de humanos (REGNER et al., 1997). A interação dos DG com os receptores de 
glutamato provavelmente apresenta implicações clínico-patológicas nos processos de lesão 
celular no SNC, quando estes nucleotídeos podem ser liberados no espaço extracelular devido à 
permeabilização das células (TATHAN & LINDAU, 1991).  
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Estudos realizados em nosso laboratório demonstraram que GMP foi capaz de 
prevenir o dano celular induzido por glutamato e agonistas em fatias de hipocampo de ratos 
submetidas a um modelo de isquemia química (MOLZ et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002). 
Considerando o que foi exposto, o presente estudo pretende avaliar a neurotoxicidade 
induzida por glutamato em fatias de hipocampo de ratos, dando ênfase à investigação do tipo de 
morte celular (apoptose ou necrose) desencadeada pela ativação de seus receptores e o possível 
papel neuroprotetor do GMP frente à neurotoxicidade glutamatérgica.   


















1.5- OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a neurotoxicidade induzida por glutamato em fatias de hipocampo de ratos, 
discriminando o tipo de morte celular (apoptose ou necrose) envolvida neste dano neural e o 
possível papel protetor do GMP frente à neurotoxicidade glutamatérgica.   
 
 
1.5.1- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Determinar diferentes doses e tempos de incubação com glutamato e agonistas para 
evidenciar o comprometimento da viabilidade celular e o efeito do GMP.  
 
-     Avaliar a participação da morte celular apoptótica no dano neural desencadeado por 
glutamato e o papel do GMP neste processo.  
 
- Avaliar as vias de sinalização intracelular que podem estar envolvidas na morte celular 
induzida por glutamato e o possível papel modulador do GMP. Será dado ênfase à modulação 
das proteínas quinases  ativadas por mitógenos (MAPKs), devido ao seu importante papel na 












dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX), g-D-glutamilamino-metilsulfonato (GAMS), foram 
obtidos da RBI-Research Biochemicals International®, MA, USA. Acrilamida, anticorpo anti-
fosfo ERK mouse, bis-acrilamida, brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2- il]-2,5-difeniltetrazólio 
(MTT), azul de bromofenol, dimetil sulfóxido (DMSO), ácido etileno-dinitrilo-tetracético 
(EDTA), Folin-Cicalteu, guanosina-5’-monofosfato (GMP), L-glutamato, N-metil-D-aspartato 
(NMDA), soro albumina bovina e staurosporina foram obtidos da Sigma®, St. Louis, MO, USA. 
b-mercaptoetanol, ácido bórico, anticorpos secundários anti-mouse ou anti-rabbit conjugados à 
peroxidase, brometo de etídio, glicina, Kit de extração de DNA (GenomicPrepTM-Cells and 
Tissue DNA Isolation Kit), Kit ECL, nitrocelulose, padrão de pares de bases, persulfato de 
amônia, duodecil sulfato de sódio (SDS), N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina (TEMED), e Tris 
(hidroxi-metil-amino-metano) foram obtidos da Amersham Pharmacia Biotech®. Os anticorpos 
anti-ERK rabbit, anti- fosfo-p38MAPK rabbit, anti-p38MAPK  foram obtidos da CALBIOCHEM®. O 
anticorpo ant-citocromo c foi obtido da ONCOGENE®. Padrão de peso molecular, BCIP e NBT 
foram obtidos da BIO-RAD®. Ácido hidroxi-etil-piperazina-etanosulfônico (HEPES), Ponceau e 
Tween-20 foram obtidos da USB®. As soluções reveladora e fixadora foram obtidos da 
KODAK®. Meio de cultura (meio de Eagle modificado por Dubelcco, DMEM) foi obtido da 
GIBCO®.  Proteinase K foi obtida da Boehring Mannhein. Kit   para dosagem de LDH foi obtido 
da Analisa Diagnóstica®.  Todos outros reagentes são de qualidade analítica e foram obtidos de 




Aparato para gel gradiente da BioRad® , balança analítica SCIENTECH® modelo SA 
120, centrífuga  refrigerada 5804R – Eppendorf® , cuba de eletrotransferência HOEFER® modelo 
TE 22, cuba para eletroforese HOEFER® Mighty Small, espectofotômetro Ultrospec 3000 – 
Pharmacia Biotech®, fonte para eletroforese Amersham Pharmacia Biotech® modelo EPS 301, 
leitora de Elisa Microplate Reader 2001 – Whittaker Bioproducts®, McIlwain Tissue Chopper – 





Foram utilizados ratos Wistar machos jovens (23 a 25 dias) provenientes do Biotério 
Central da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos no biotério setorial de 
Neuroquímica do Departamento de Bioquímica, em  ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura 
entre 22 e 25 oC e com água e ração ad libitum. Os procedimentos com os animais seguiram os 
códigos de ética para utilização de animais para pesquisa, conforme protocolo aprovado pela 







2.4- PREPARAÇÃO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS  
 
Os animais foram  mortos por decapitação e os hipocampos rapidamente removidos e 
mantidos em tampão Krebs-Ringer bicarbonato (KRB; composto por NaCl 122 mM; KCl 3 mM; 
CaCl2 1,3 mM; MgSO4 1,2 mM; KH2PO4  0,4 mM; NaHCO3 25 mM; D-glicose10 mM) gelado e 
gaseificado com carbogênio (95 % O2 – 5 % CO2) para atingir o pH 7,4.  As fatias  (0,4 mm de 
espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador de tecido (McIlwain Tissue Chopper) e pré-
incubadas em tampão KRB por 30 min a 37 oC, para permitir a recuperação metabólica do tecido.  
 
 
2.5-EXPOSIÇÃO DAS FATIAS HIPOCAMPAIS AO INSULTO GLUTAMATÉRGICO  
 
Para determinarmos o protocolo a ser utilizado na indução de insulto glutamatérgico, 
após a pré-incubação, as fatias foram incubadas na situação controle, ou com glutamato, NMDA, 
ou H2O2 (em diferentes concentrações e tempos de incubação, conforme especificado nos 
Resultados). As fatias foram mantidas em um meio de incubação composto por 50 % de KRB,   
50  % de meio de cultura (DMEM), 20 mM de HEPES e 100 mg/ml de gentamicina, a 37º C e em 
atmosfera contendo 5 % de CO2. Quando avaliado o efeito do GMP e de  antagonistas 
glutamatérgicos (MK-801, GAMS, DNQX, M-CPG), os mesmos foram pré- incubados, ou 
adicionados simultaneamente ao glutamato, permanecendo por 1 hora de incubação. O meio é 
substituído e as fatias são usualmente mantidas em incubação por 6 horas adicionais. Em alguns 
experimentos, após a incubação de 1 hora com glutamato, as fatias foram mantidas por 3 horas 
(quando da avaliação da liberação do citocromo c), ou por 18 ou 24 horas (para análise da 
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fragmentação do DNA) em meio de cultura. 
 
2.6- AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR   
 
A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazólio, ou Thiazolyl blue). O MTT  é um sal de tetrazolium solúvel em água, 
que é convertido em um formazam púrpura após clivagem do anel de tetrazólio por 
desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983). Após o período de incubação, as fatias foram 
incubadas com MTT 0,5 mg/ml (em KRB) por 20 min a 37 oC e o formazam reduzido foi 
solubilizado pela adição de dimetil-sulfóxido. A avaliação da viabilidade celular foi medida em 
um leitor de Elisa (550 nm).  
 
 
2.7- AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO DE LDH 
 
A atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no meio extracelular foi medida 
através da utilização de um Kit (Analisa Diagnóstica®). A LDH na presença de NAD+ catalisa a 
oxidação do lactato, produzindo  piruvato, NADH e H +. O NADH reduz o metasulfato de 
fenazina, que em uma reação acoplada, reduz estequiometricamente o cloreto de iodofenil-
nitrofenil tetrazolio. A absosbância do formazan de cor vermelha formado, medida em 550nm, é 
diretamente proporcional à atividade da LDH. A LDH total foi determinada pela adição de 10 % 
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de Triton X-100 e ruptura mecânica das fatias. Esta atividade foi considerada como 100% 
(WHITAKER, 1969). 
 
2.8-SEPARAÇÃO DE PROTEÍNAS POR ELETROFORESE (SDS-PAGE) 
 
2.8.1-AVALIAÇÃO DA VIA DAS MAPK 
 
Após a incubação, as fatias foram solubilizadas em tampão de amostra contendo 
duodecil sulfato de sódio (SDS) 4%, Tris 50 mM, EDTA 100mM e b-mercaptoetanol 8 %, pH 
6,8) e uma alíquota foi retirada para a dosagem de proteína. Em seguida foi adicionada a solução 
de diluição de amostra (glicerol 40 %, Tris 25mM e azul de bromofenol; pH 6.8) numa proporção 
de 25:100 (v/v). As proteínas (100 mg/poço) foram separadas em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), usando gel de separação com gradiente de acrilamida 7,5 a 15 %  e gel de entrada 
composto por  acrilamida 4 % (BUNN et al., 1995). Para o preparo dos géis foi utilizado um 
aparato para gradiente da BioRad®, que continha dois compartimentos, A e B. Ao compartimento 
B, adicionou-se 10ml da mistura de gel 7,5 % (acrilamida/ bis-acrilamida 7,5 % - 37,5:1 (w/w), 
Tris 375 mM, SDS 0,1 %, TEMED 0,06 % e persulfato de amônia 0,036 %; pH 8,8) e no 
compartimento A, adicionou-se 10 ml da mistura de gel 15 % (acrilamida/bis-acrilamida 15 % - 
37,5:1 (w/w), Tris 375 mM, SDS 0,1 %, glicerol 15 %, TEMED 0,06 % e persulfato de amônia 
0,036; pH 8,8). Após o preenchimento da placa o gel permaneceu em repouso durante 1 hora para  
polimerização. Logo a seguir adicionou-se o gel de entrada (acrilamida/bis-acrilamida 4 % - 
37,5:1 (w/w), Tris 125 mM, SDS 0,1 %, TEMED 0,05 % e persulfato de amônia 0,1 %; pH 6,8). 
Após 3 horas foram aplicadas as amostras para separação. A eletroforese foi realizada com 
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corrente fixa de 10 mA e voltagem máxima de 130 mV (para 2 géis) durante a noite 
(aproximadamente 14 horas). Após a corrida, os géis foram submetidos à eletrotransferência. 
 
2.8.2-AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO DO CITOCROMO C 
 
Após a incubação, as fatias foram homogeneizadas em tampão de lise (sacarose 250 mM 
e digitonina 15,3 nM) e centrifugadas a 14000 g por 1 minuto (LEIST et al., 1999). O 
sobrenadante obtido, (fração citosólica), foi separado do precipitado. Ao precipitado foi 
adicionado 100 ml de tampão de amostra. O sobrenadante foi liofilizado e solubilizado em tampão 
de amostra. Foi determinado o conteúdo proteico da fração citosólica e do precipitado. Em 
seguida foi adicionada a solução de diluição de amostra numa proporção de 25:100 (v/v, solução 
de diluição/amostra). As proteínas (50 mg/poço) foram separadas por SDS-PAGE usando gel de 
acrilamida à 14 % (acrilamida/ bis-acrilamida 14 % - 37,5:1 (w/w), Tris 375 mM, SDS 0,1 %, 
TEMED 0,06 % e persulfato de amônia 0,036 %; pH 8,8). Para o preparo dos géis foi utilizado 
cuba de eletroforese HOEFERÒ Mighty Small. Após o preenchimento da placa o gel permaneceu 
em repouso durante 1 hora para polimerização. Logo a seguir foi adicionado o gel de entrada 
composto por acrilamida 4 % (acrilamida/bis-acrilamida 4 % - 37,5:1 (w/w), Tris375 mM, SDS 
0,1 %, TEMED 0,05 % e persulfato de amônia 0,1 %; pH 8,8). Após 3 horas foram aplicadas as 
amostras para separação. A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 30 mA e voltagem 
máxima de 130 mV (para 2 géis) por aproximadamente 2 horas. Após a corrida, os géis foram 




2.9-ELETROTRANSFERÊNCIA E IMUNODETECÇÃO (WESTERN BLOT) 
 
Após a eletroforese os géis foram fixados durante 1 hora em solução fixadora (de 
metanol 50 % e ácido acético 8 %) e em seguida lavados em tampão superior de eletroforese (Tris 
25 mM, glicina 190 mM e SDS 0,1 %) por um período de 30 minutos. Posteriormente, os géis 
foram equilibrados em tampão de transferência (ácido bórico 500 mM e EDTA 40 mM; pH 8,9). 
As proteínas foram transferidas dos géis de eletroforese para uma membrana de nitrocelulose (3 
horas a 4 oC, 300 mA) no sentido do pólo negativo para o positivo. Após a eletrotransferência, as 
membranas foram coradas com solução de Ponceau (Ponceau 0,5 % e ácido acético 1 %) para 
controle de transferência e em seguida lavadas com TBS (Tris 10mM,  NaCl 150mM, pH 7,5), 
para retirar o Ponceau. As membranas foram bloqueadas (1 hora) com leite desnatado 5 % em 
TBS em temperatura ambiente e a seguir lavadas por 3 vezes de 5 minutos com TBS-T (Tween-
20-0,05 %, Tris10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Foi realizado um segundo bloqueio (1 hora) 
usando gelatina à 2,5 % em TBS, seguido de nova lavagem em TBS-T (BALDO, 1994; 
COLLINS & SIM, 1998).  
Para detecção da forma fosforilada das MAPKs, as membranas foram incubadas por 2 
horas em temperatura ambiente com anticorpo primários específicos anti- fosfo-ERK1/2 (1:5000), 
ou durante 12 horas a 4 oC com anticorpo anti- fosfo p38MAPK (1:1000). Para detecção do 
citocromo c, as membranas foram incubadas por 2 horas à temperatura ambiente com anticorpo 
primário anti-citocromo c (1:500). Em seguida, as membranas foram novamente lavadas com 
TBS-T e incubadas durante 1 hora em temperatura ambiente com anticorpo secundário específico 
(ligado à peroxidase). Para a detecção dos complexos imunes, as membranas foram novamente 
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lavadas e posteriormente reveladas por emissão de quimioluminescência (Kit ECL), seguindo as 
recomendações do fabricante. Para detecção  de ERK 1/2 e p38MAPK total, as membranas foram 
incubadas por 2 horas com anti-ERK1/2 total (1:40000) e anti-p38MAPK total (1:10000) e 
posteriormente foram reveladas através de kits de desenvolvimento de cor, utilizando NBT e 
BCIP como substratos, em tampão fosfatase alcalina (Tris 100 mM, NaCl 100 mM e MgCl2 5 
mM; pH 9,5). As medidas de fosforilação ou imunoconteúdo das proteínas foram realizadas 
através de densitometria, utilizando o programa Scion Image – Release Beta 4.0.2. 
 
 
2.10-ANÁLISE DA FRAGMENTAÇÃO DO DNA 
  
Após o período de incubação, fatias hipocampais correspondendo a 10 – 20 mg foram 
utilizadas para a extração de DNA. O tecido foi lisado e homogeneizado em um tampão de lise 
(GenomicPrepTM- Kit) e em seguida incubado a 65 oC por 1 hora. As proteínas e RNA liberados 
das células foram degradados pela incubação com proteinase K (100 mg/ml) e com RNAse (20 
mg/ml), a 55oC por 12 horas e a 37 oC por 1 hora, respectivamente. Ao homogeneizado obtido foi 
adicionada solução de precipitação (kit) e o precipitado formado foi centrifugado a 16.000 g por 
15 min a 4 oC. Os ácidos nucleicos foram então sedimentados utilizando-se solução de 
isopropanol 100 % a 4 oC durante um período de 12 horas e posteriormente centrifugados a 
16.000 g por 30 min. Aos precipitados formados adicionou-se etanol 70 % com posterior 
centrifugação a 16.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e 
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adicionou-se uma solução de reidratação (kit). Amostras de 40 mg do DNA obtido foi submetido a 
uma eletroforese em um gel de agarose a 2 % com brometo de etídio (100 mg/ml) e 
posteriormente visualizado utilizando-se um transiluminador como fonte de luz ultravioleta (YAN 
& PAUL, 1997).   
 
 
2.11-DOSAGEM DE PROTEÍNAS 
 
O conteúdo proteico das amostras foi determinado pelo método de LOWRY e 
colaboradores (1951), ou pelo método de PETERSON (1977), quando as fatias foram 
solubilizadas em tampão de amostra contendo SDS. Utilizou-se albumina bovina sérica como 
padrão. 
 
2.12-ANÁLISE ESTATÍSTICA:  
 
Os resultados obtidos foram avaliados através da análise de variância de uma via 
(ANOVA), seguido do teste de Duncan, quando necessário. Os resultados foram considerados 






3.1-PADRONIZAÇÃO DO MODELO DE INJÚRIA CELULAR INDUZIDA POR GLUTAMATO EM FATIAS 
DE HIPOCAMPO DE RATOS JOVENS 
 
3.1.1-Determinação da viabilidade celular de fatias de hipocampo submetidas a diferentes 
tempos de incubação  
 
Com o objetivo de estudar o dano celular em fatias de hipocampo de ratos submetidas 
à incubação com glutamato, iniciou-se testando a manutenção da viabilidade celular das fatias de 
hipocampo quando incubadas por diferentes tempos na situação controle (fatias incubadas em 
meio de cultura, após o período de pré-incubação). Os parâmetros utilizados no estudo da 
manutenção da viabilidade celular foram a redução do MTT, liberação de LDH, assim como a 
avaliação do conteúdo proteico. 
Na Figura 2, avaliou-se a concentração de proteínas nas fatias de hipocampo de ratos 
incubadas em situação controle e submetidas a diferentes períodos de incubação (1, 3, 6, 18 ou 24 
horas). Observou-se que não houve variação na concentração de proteínas nos diferentes períodos 
de incubação, ou seja, não houve perda significativa do número de células.  
Na Figura 3, verificou-se que houve uma diminuição significativa na viabilidade 
celular das fatias de hipocampo incubadas a partir de 12 horas, a qual também é observada após 
18 e 24 horas de incubação.   
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Na Figura 4, observou-se um aumento significativo na liberação da LDH pelas fatias 
de hipocampo incubadas por 12, 18 e 24 horas. Este parâmetro demonstra uma permeabilização 
na membrana celular, com perda de conteúdo citosólico.  
Sendo assim, foi possível padronizar o período de 6 horas de incubação com o meio 
de cultura, como o que apresenta melhores condições fisiológicas e sem alteração na viabilidade 






















Figura 2. Avaliação da concentração de proteínas em fatias de hipocampo de ratos 
incubadas em meio fisiológico e submetidas a diferentes períodos de incubação. As fatias 
foram incubadas por 0 horas (h), 1h, 3h, 6h, 18h e 24h em meio de cultura. As proteínas foram 
dosadas pelo método de LOWRY et al. (1951). Os valores representam a média + errro padrão de 



































Figura 3. Avaliação da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos incubadas em 
meio fisiológico e submetidas a diferentes períodos de incubação. As fatias foram incubadas 
por 0 horas (h) , 1h, 3h, 6h, 12h, 18h e 24h em meio de cultura. Para avaliação da viabilidade 
celular foi utilizado o método de redução de MTT. Os valores representam a média + o erro 
padrão de 6 experimentos realizados em triplicatas. * indica médias significativamente diferentes 
dos grupos 0h, 1h,  3h e 6h; p<0,05; # indica médias significativamente diferentes dos grupos 0h, 


































Figura 4. Avaliação da liberação de LDH em fatias de hipocampo de ratos incubadas em 
meio fisiológico e submetidas a diferentes períodos de incubação. As fatias foram incubadas 
por 0 horas (h), 1h, 3h, 6h, 12h, 18h, 24h em meio de cultura. A liberação da LDH foi realizada 
através da avaliação de sua atividade no meio sobrenadante das fatias. Os valores representam a 
média ± erro padrão de 4 experimentos realizados em triplicatas. * indica médias 









3.1.2-Avaliação da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos submetidas a 
diferentes tempos de incubação e concentrações de glutamato 
  
Com o objetivo de determinar a concentração de glutamato capaz de produzir 
excitotoxicidade, as fatias de hipocampo de ratos foram incubadas na presença de concentrações 
crescentes de glutamato em  diferentes tempos de incubação.   
Para tanto, as fatias foram incubadas durante 1, 3 ou 6 horas na presença de glutamato      
1 mM, 10 mM, 100 mM ou 1 mM. As fatias que foram submetidas ao glutamato durante 1 e 3 
horas foram incubadas em tampão KRB. As fatias que foram submetidas ao período de incubação 
de 6 horas, permaneceram por até 3 horas em tampão KRB, e após este período o meio de 
incubação foi trocado para meio de cultura D-MEM. Para controle, determinou-se a viabilidade 
celular e a liberação de LDH das fatias logo após o período de pré-incubação. 
Não observou-se diferença significativa na viabilidade celular entre as concentrações 
de glutamato utilizadas em cada tempo de incubação (Fig. 5). Porém, as fatias submetidas à 
incubação por 6 horas com 1 mM, 10 mM, 100 mM ou 1 mM de glutamato apresentaram uma 
perda significativa de viabilidade em relação às fatias incubadas por 1 e 3 horas nestas mesmas 
concentrações de glutamato. A perda da viabilidade celular das fatias de hipocampo incubadas 
por 6 horas foi a mesma em todas as concentrações de glutamato.  
 Na Figura 6 não observou-se diferença significativa na liberação de LDH entre as 
concentrações de glutamato durante 1, 3 e 6 horas de incubação. Porém nas fatias de hipocampo 
incubadas por 6 horas observa-se uma tendência, não significativa, de aumento na liberação de 
LDH. Esta ausência de liberação de LDH, indica que não houve alteração na permeabilidade da 
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Figura 5. Avaliação da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos incubadas por 1, 
3, ou 6 horas na presença de diferentes concentrações de glutamato. As fatias foram 
incubadas com glutamato (Glu) nas concentrações de 1 mM, 10 mM, 100 mM ou 1 mM por 1 hora 
(h), 3h ou 6h.  Para avaliação da viabilidade celular foi utilizado o método de redução de MTT. 
Os valores representam  a média + erro padrão de 7 experimentos realizados em triplicatas.         
































Figura 6. Avaliação da liberação da LDH em fatias de hipocampo de ratos incubadas por 1, 
3, ou 6 horas na presença de diferentes concentrações de glutamato. As fatias foram 
incubadas com glutamato (Glu) nas concentrações de 1 mM, 10 mM, 100 mM ou 1 mM por 1 hora 
(h), 3h ou 6h. A liberação da LDH foi realizada através da avaliação de sua atividade no meio 
sobrenadante das fatias. Os valores representam a média + erro padrão de 7 experimentos 









Considerando-se que em 6 horas de incubação foi observado toxicidade induzida por 
glutamato, também verficou-se neste período de incubação o envolvimento de receptores 
específicos, e um possível envolvimento de espécies reativas de oxigênio na alteração da 
viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos. As fatias foram submetidas ao tratamento 
com o agonista glutamatérgico, NMDA e com peróxido de Hidrogênio (H2O2). Glutamato (10 
mM, 1 mM, 10 mM),  NMDA (100 mM) e H2O2 (20 mM e 100 mM) foram incubados por 6 horas 
em meio de cultura.  
Observou-se que houve diminuição significativa na viabilidade celular em fatias de 
hipocampo incubadas com 1 mM ou 10 mM de glutamato e H2O2 (20 mM ou 100 mM) em relação 
às fatias controle (Fig. 7). Não foi observada alteração significativa na viabilidade celular das 
fatias de hipocampo incubadas com Glu 10 mM. Este resultado contrasta com o previamente 
observado, quando esta concentração de glutamato causava diminuição na viabilidade celular 
(Fig. 5). Isto poderia indicar que a manutenção das fatias durante todo o tempo de incubação (6 
horas) em meio de cultura as torna mais resistentes à perda da viabilidade celular induzida por 
Glu 10 mM. NMDA (100 mM) também não apresentou diferença significativa na viabilidade 
celular em relação às fatias controle (Fig 7).  
Através da avaliação da atividade da LDH (Fig. 8) observou-se que não houve 
variação significativa na liberação celular a partir das fatias de hipocampo em todos os 









































































Figura 7. Avaliação da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos incubadas por 6 
horas na presença de glutamato, NMDA e H2O2. As fatias foram incubadas por 6 horas em 
meio de cultura contendo Glutamato (Glu) 10 mM, 1 mM, ou 10 mM; NMDA 100 mM, H2O2       
20 mM ou 100 mM. Para avaliação da viabilidade celular foi utilizado o método de redução de 
MTT. Os valores representam a média + erro padrão de 6 experimentos realizados em triplicatas. 



































































Figura 8. Avaliação da liberação de LDH em fatias de hipocampo de ratos incubadas por 6 
horas na presença de glutamato, NMDA e H2O2. As fatias foram incubadas por 6 horas com 
Glutamato (GLU) 10 mM, 1 mM, ou 10 mM; NMDA 100 mM; H2O2 20 mM, ou 100 mM. A 
liberação da LDH foi realizada através da avaliação de sua atividade no meio sobrenadante das 








Devido às variações observadas com os resultados obtidos utilizando-se glutamato na 
concentração de  10 mM (Figs. 5 e Fig. 7), o modelo de incubação foi modificado para 1 hora de 
insulto na presença de glutamato, seu agonista NMDA, ou H2O2. O meio então é trocado para o 
meio de cultura e as fatias são incubadas por 6 horas adicionais. Este modelo de incubação tem 
sido largamente utilizado na literatura para avaliação de dano excitotóxico (para revisão, ver 
OBRENOVITCH & URENJAK, 1997).   
Verificou-se uma diminuição siginificativa da viabilidade celular em relação ao 
controle nos grupos: Glu 1 mM e 10 mM, NMDA 100 mM  e H2O2  20 mM  e 100 mM (Fig. 9). 
Staurosporina, um inibidor de proteínas quinases, foi utilizado como um controle posistivo para 
morte celular induzida por apoptose (THOMAS & MAYLE, 2000). Houve uma tendência não 
significativa de redução de viabilidade celular.  
Não foi observada alteração significativa na liberação da LDH em nenhum tratamento 
utilizado (Fig. 10).  
Constatou-se que desta forma é possível reproduzir mais efetivamente o efeito do 
glutamato, NMDA e H2O2,  tendo padronizado a incubação de 1 hora, seguida de 6 horas 
adicionais somente com meio de cultura. Além disto, este modelo reproduz mais efetivamente a 
injúria causada por danos excitotóxicos agudos (trauma cerebral, isquemia) onde ocorre uma 
liberação massiva de glutamato induzindo a ativação de seus receptores com consequente 















































































Figura 9. Avaliação da viabilidade celular  em fatias de hipocampo de ratos incubadas por 1 
hora com glutamato, NMDA, H2O2 e staurosporina e submetidas a 6 horas adicionais de 
incubação em meio de cultura. As fatias foram incubadas por 1hora (h) com Glutamato (Glu) 
10 mM, 1 mM, ou 10 mM; NMDA 100 mM; H2O2 20 mM ou 100 mM; Staurosporina 1 mM. O 
meio foi substituído por meio de cultura e as fatias foram mantidas por 6 h adicionais. A 
avaliação da viabilidade celular foi realizada pelo método de redução do MTT. Os valores 
representam a média + erro padrão de 6 experimentos realizados em triplicatas. * indica médias 









































































Figura 10. Avaliação da liberação de LDH em fatias de hipocampo de ratos incubadas por 1 
hora com glutamato, NMDA, H2O2 e staurosporina e submetidas a 6 horas adicionais de 
incubação em meio de cultura. As fatias foram incubadas por 1 hora (h) com Glutamato (Glu) 
10 mM, 1 mM, ou 10 mM; NMDA 100 mM; H2O2 20 mM ou 100 mM; Staurosporina 1 mM. O 
meio foi substituído por meio de cultura e as fatias foram mantidas por 6 h adicionais. A 
liberação da LDH foi realizada através da avaliação de sua atividade no meio sobrenadante das 









3.2-AVALIAÇÃO DO PAPEL DO GMP NA TOXICIDADE CELULAR INDUZIDA POR GLUTAMATO E 
NMDA EM FATIAS DE HIPOCAMPO DE RATOS  
 
Tendo em vista que o modelo de insulto glutamatérgico, onde as fatias de hipocampo 
de ratos foram incubadas durante 1 hora na presença de glutamato e posteriormente mantidas por 
6 horas adicionais em meio de cultura, mostrou-se o mais adequado para se avaliar a perda da 
viabilidade celular, verificou-se neste modelo o possível papel protetor de 1 mM de GMP. Esta 
concentração de GMP foi escolhida por ter apresentado efeito neuroprotetor parcial em estudos 
anteriores (MOLZ et al. 2001, OLIVEIRA et al., 2002).  
As fatias foram incubadas com glutamato 10 mM, 1 mM, 10 mM juntamente com 
GMP por 1 hora. Não observou-se efeito protetor do GMP frente à perda da viabilidade celular 
induzida por glutamato (Fig. 11). Também não foram observadas alterações na viabilidade 
celular quando GMP 1 mM era pré- incubado por 30 minutos, ou mantido durante as 6 horas 
adicionais de incubação em meio de cultura (dados não mostrados), observando-se o mesmo 
perfil mostrado na Fig. 11.    
Quando a concentração de GMP foi aumentada, observou-se redução na viabilidade 
celular tanto quando as fatias foram incubadas somente com 5 mM de GMP ou GMP em 










































Figura 11. Avaliação da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos tratadas com 
glutamato na presença ou ausência de GMP. As fatias de hipocampo foram incubadas por 1h 
com GMP 1 mM, glutamato (Glu) 10 mM, 1 mM e 10 mM, NMDA 100 mM, na presença ou 
ausência de GMP 1 mM. O meio foi substituído por meio de cultura e as fatias foram mantidas 
por 6 h adicionais de incubação. A avaliação da viabilidade celular foi realizada pelo método de 
redução do MTT. Os valores representam a média + erro padrão de 9 experimentos realizados em 


















































Figura 12. Avaliação da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos tratadas com 
glutamato e GMP 5mM. As fatias  tratadas com GMP foram pré- incubadas com GMP 5 mM 
por 30 min, e em seguida foram incubadas por 1 hora (h) com GMP 5 mM, Glutamato (Glu)     
10 mM, 1 mM e 10 mM na presença ou ausência de GMP 5 mM. O meio foi substituído por meio 
de cultura contendo GMP 5 mM e as fatias foram mantidas por 6h adicionais de incubação. A 
avaliação da viabilidade celular foi realizada pelo método de redução do MTT. Os valores 
representam a média + erro padrão de 4 experimentos realizados em triplicatas. * indica médias 









Para avaliar o efeito do GMP na perda de viabilidade celular induzida pela ativação 
de receptores específicos de glutamato, as fatias foram incubadas por 1 hora com NMDA 100 
mM, na presença ou ausência de GMP, e posteriomente mantidas por 6 horas adicionais em meio 
de cultura. Pode-se verificar  através da Fig. 13 que a incubação simultânea de NMDA e GMP 












































Figura 13. Avaliação da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos tratadas com 
NMDA e GMP. As fatias foram incubadas por 1 hora (h) com GMP 1 mM, NMDA 100 mM e 
NMDA 100 mM na presença de GMP 1 mM. O meio foi substituído por meio de cultura e as 
fatias foram mantidas por 6h adicionais de incubação. A avaliação da viabilidade celular foi 
realizada pelo método de redução do MTT. Os valores representam a média + erro padrão de 4 







3.3-AVALIAÇÃO DO SUBTIPO  DE RECEPTOR GLUTAMATÉRGICO ENVOLVIDO NO DANO CELULAR 
INDUZIDO POR GLUTAMATO EM FATIAS DE HIPOCAMPO DE RATOS JOVENS 
 
3.3.1-Envolvimento de receptores ionotrópicos 
 
Com o objetivo de determinar os subtipos de receptores glutamatérgicos envolvidos 
na morte celular induzida por glutamato (1mM e 10mM) em fatias de hipocampo, foi testado o 
efeito de antagonistas ionotrópicos clássicos como o GAMS (antagonista de receptor do subtipo 
KA), DNQX (antagonista de receptores KA e AMPA) e MK-801 (antagonista de receptor 
NMDA) sobre a perda da viabilidade celular. 
 As fatias foram pré incubadas com GAMS 50 mM, DNQX  50 mM e MK-801 50 mM 
por 30 minutos antes da adição de glutamato e mantidos durante a 1 hora de incubação com 
glutamato. Pode-se observar na Figura 14 que a incubação GAMS e MK-801 recuperam a perda 
da viabilidade celular induzida por glutamato 1 e 10 mM. Este efeito não foi observado na 























































































Figura 14. Efeito de antagonistas ionotrópicos sobre a viabilidade celular em fatias de 
hipocampo de ratos tratadas com glutamato. As fatias foram pré- incubadas com MK-801     
50 mM, GAMS 50 mM e DNQX 50 mM por 30 min, e em seguida foram incubadas por 1hora (h) 
com os antagonistas, Glutamato (Glu) 10 mM, 1 mM e 10 mM e com Glu na presença dos 
antagonistas. O meio foi substituído por meio de cultura contendo os antagonistas e as fatias 
foram mantidas por 6 h adicionais. A avaliação da viabilidade celular foi realizada pelo método 
de redução do MTT. Os valores representam a média + erro padrão de 4 experimentos realizados 
em triplicatas. * indica médias significativamente diferentes do controle, e dos grupos MK 801, 
GAMS e DNQX , Glu 1mM + MK 801 , Glu 10mM + MK 801. # indica a média diferente do 
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3.3.2-Envolvimento de receptores metabotrópicos 
   
Com o objetivo de determinar o envolvimento de receptores metabotrópicos na morte 
celular induzida por glutamato (1mM e 10mM) em fatias de hipocampo, foi testado o efeito do 
antagonista metabotrópico não seletivo, M-CPG, na perda da viabilidade celular. 
As fatias foram pré incubadas com M-CPG 0,5 mM por 30 minutos antes da adição 
de glutamato e mantidos durante a 1 hora de incubação com glutamato. M-CPG não tem efeito 
sobre a perda da viabilidade celular induzida por glutamato 1 mM.  No entanto, M-CPG recupera 




































































Figura 15. Efeito do M-CPG sobre a viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos 
tratadas com glutamato. As fatias foram pré- incubadas com M-CPG 0,5 mM por 30 min, e em 
seguida foram incubadas por 1 hora (h) M-CPG 0,5 mM,  Glutamato (Glu) 1 mM e 10 mM, na 
presença ou ausência de M-CPG 0,5 mM. O meio foi substituído por meio de cultura contendo 
M-CPG 0,5 mM e as fatias foram mantidas por 6h adicionais. A avaliação da viabilidade celular 
foi realizada pelo método de redução do MTT. Os valores representam a média + erro padrão de 








3.4-AVALIAÇÃO DA FRAGMENTAÇÃO DE DNA INDUZIDA POR GLUTAMATO E GMP EM FATIAS 
DE HIPOCAMPO DE RATOS JOVENS 
  
Diversos estudos consideram a indução de fragmentação de DNA como um 
parâmetro para a caracterização de morte celular por apoptose  (ISHIMARU et al., 1999; 
SASTRY & RAO, 2000; GARRIDO et al., 2001). Tem sido demonstrado que glutamato pode 
levar à morte celular por apoptose com fragmentação do DNA em culturas de células neuronais  
(ANKARCRONA et al, 1995; QIN et al., 1996; HIRASHIMA et al., 1999), mas não foi ainda 
relatada a indução de fragmentação de DNA utilizando como modelo fatias de hipocampo de 
ratos jovens. Portanto, utilizamos este parâmetro de morte celular apoptótica para caracterizar o 
tipo de morte celular induzida por glutamato. Fatias de hipocampo de ratos foram expostas às 
diferentes concentrações de glutamato por 1 hora e posteriormente  submetidas por 6, 18 ou 24 
horas de incubação adicional em meio de cultura. 
A Figura 16 mostra o padrão de migração eletroforética em gel de agarose de 
amostras de DNA extraídas de fatias de hipocampo de ratos submetidas a GMP 1mM, glutamato 
(10 mM, 1 mM e 10 mM), na presença ou ausência de GMP, NMDA 100 mM e staurosporina 1 
mM. Posteriormente, as fatias foram mantidas por mais 6 horas em meio de cultura. Nesta figura 
pode-se verificar que glutamato em todas as concentrações utilizadas promoveu um pequeno 
aumento na fragmentação de DNA quando comparado com as fatias controles. Tal efeito também 
foi observado na presença de NMDA e Staurosporina (dados não mostrados). GMP promove um 
aumento na fragmentação de DNA comparável àquele provocado por glutamato e a incubação 
das fatias com glutamato e GMP não altera o padrão de fragmentação observado quando as fatias 
eram incubadas apenas na presença de glutamato. 
 48 
Como a apoptose é um processo ativo que envolve a síntese de novas moléculas, um 
tempo de incubação de 6 horas poderia não ser suficiente para observação de uma fragmentação 
de DNA significativa. Em vista disso, resolvemos aumentar o tempo de incubação para 18 ou 24 
horas após o período de 1 hora de exposição ao glutamato para verificar se poderia ocorrer um 
aumento ainda maior na fragmentação do DNA. 
Na Figura 17 as fatias foram mantidas por 18 horas adicionais em meio de cultura. 
Pode-se observar um aumento na fragmentação de DNA promovida por GMP e glutamato, em 
relação ao observado anteriormente. Quando glutamato foi incubado na presença de GMP, pode-
se observar que GMP potencializou o aumento da fragmentação de DNA induzido por glutamato.  
A incubação por 24 horas não aumentou o padrão de fragmentação induzido por 
























Figura 16. Análise da fragmentação internucleosssomal do DNA em fatias de hipocampo 
tratadas com glutamato e GMP: As fatias de hipocampo foram incubadas por 1 hora com GMP 
1 mM, glutamato (Glu) 10 mM, 1 mM e 10 mM, na presença ou ausência de GMP 1 mM e 
posteriormente mantidas por 6h adicionais apenas em meio de cultura. A análise da fragmentação 
do DNA ocorreu por eletroforese em gel de agarose, conforme descrito nos materiais e métodos. 
Marcador de DNA-100 pb (coluna 1); Controle (coluna 2); GMP 1 mM (coluna 3); Glu 10 mM 
(coluna 4); Glu 1 mM (coluna 5); Glu 10 mM (coluna 6); Glu 10 mM + GMP (coluna 7); Glu      
1 mM + GMP (coluna 8); Glu 10 mM + GMP (coluna 9). Figura representativa de três 
experimentos. 
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Figura 17. Análise da fragmentação internucleosssomal do DNA em fatias de hipocampo 
tratadas com glutamato e GMP: As fatias de hipocampo foram incubadas por 1 hora (h) com 
GMP 1 mM, glutamato (Glu) 10 mM, 1 mM e 10 mM, na presença ou ausência de GMP 1mM, e 
posteriormente mantidas por mais 18 h apenas em meio de cultura. A análise da fragmentação do 
DNA ocorreu por eletroforese em gel de agarose, conforme descrito nos materiais e métodos. 
Marcador de DNA-100 pb (coluna 1); Controle (coluna 2); Glu 10 mM (coluna 3); Glu 1 mM 
(coluna 4); Glu 10 mM (coluna 5); GMP 1 mM (coluna 6); Glu 10 mM + GMP (coluna 7); Glu    












3.5-AVALIAÇÃO DA LIBERAÇÃO DO CITOCROMO C INDUZIDA POR GLUTAMATO EM FATIAS DE 
HIPOCAMPO DE RATOS JOVENS  
 
Para avaliar o envolvimento da liberação do citocromo c na toxicidade induzida por 
glutamato, as fatias foram incubadas durante 1 hora na presença de 10 mM, 1 mM e 10 mM de 
glutamato e mantidas por 3 horas adicionais em meio de cultura. Após a incubação, as fatias 
foram lisadas e a fração citosólica (correspondente à fração que contém o citocromo c liberado da 
mitocôndria) foi separada do precipitado. 
Nas fatias incubadas na situação controle ou com glutamato10 mM pode-se verificar a 
presença do citocromo c apenas na fração correspondente ao precipitado, indicando que não 
houve liberação do citocromo c nestas condições. Diferentemente, a incubação com glutamato 1 e 
10 mM promoveram a liberação de 100 % do citocromo c detectável para o citosol das células 
(Fig 18). 
 
Figura 18. “Immunoblotting” representativo da liberação do citocromo c induzida por 
glutamato.  As fatias de hipocampo foram incubadas por 1 hora (h) com glutamato (Glu) 10 mM, 
1 mM e 10 mM, mantidas por 3 h adicionais em meio de cultura e lisadas para obtenção da fração 
citosólica. C = controle, P = precipitado, FC = fração citosólica. 
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P                     Fc                      P                              Fc
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  3.6-DETERMINAÇÃO DA FOSFORILAÇÃO DE MAPKS POR GLUTAMATO E GMP  
 
3.6.1. Análise da fosforilação de ERK 1/2 em fatias de hipocampo de ratos jovens incubadas 
com glutamato e GMP 
 
Estudos utilizando diferentes modelos celulares e regiões encefálicas demonstram o 
envolvimento da fosforilação e ativação de ERK 1/2 (JIANG et al., 2000; GRANT et al., 2001; 
PERKINTON et al., 2002; JIN et al., 2002) na morte celular apoptótica induzida pela estimulação 
de receptores glutamatérgicos.  
Analisou-se a modulação de ERK 1/2 em fatias de hipocampo de ratos jovens 
incubadas por 1 hora na presença de GMP 1mM, glutamato 10 mM, 1 mM e 10 mM, na presença 
ou ausência de GMP, e submetidas a 6 horas adicionais de incubação em meio de cultura.  
A Figura 19A mostra os “imunoblottings” das formas  fosforiladas de ERK 1/2 e a 
quantificação das bandas é mostrada na Figura 19 B. A fosforilação de ERK 1/2 foi expressa em 
porcentagem do controle (considerado 100%). Glutamato 1 e 10 mM promoveram diminuição 
significativa da fosforilação de ERK 2 (Figura 19 A e B). GMP não altera o efeito modulatório 
do glutamato sob a inibição da fosforilação da ERK 2. Não foi observado efeito modulatório do 
glutamato e do GMP sob a fosforilação de ERK 1.   



















































































Figura 19. Avaliação da fosforilação da ERK 1/2 em fatias de hipocampo tratadas com 
glutamato e GMP 1 mM: As fatias de hipocampo foram incubadas por 1 hora com Glu 10 mM, 
1 mM e 10 mM, na presença ou ausência de GMP 1 mM e posteriormente incubadas por 6h em 
meio de cultura. A. “Immunoblotting” representativo da fosforilação da ERK1/2. Controle 
(coluna 1); GMP 1 mM (coluna 2); Glu 10 mM (coluna 3); Glu 1 mM (coluna 4); Glu 10 mM 
(coluna 5); Glu 10 mM + GMP (coluna 6); Glu 1 mM + GMP (coluna 7), Glu 10 mM + GMP 
(coluna 8); B. Análise por densitometria da fosforilação da ERK1/2. Os valores representam a 
média + erro padrão de 10 - 13 experimentos realizados em triplicatas. * indica as médias 
significativamente diferentes do controle;  # indica as médias significativamente diferentes de 
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3.6.2 -Análise da fosforilação da p38MAPK em fatias de hipocampo de ratos jovens incubadas 
com glutamato e GMP 
 
A p38MAPK é uma proteína quinase que pode ser ativada por diversos estímulos 
extracelulares (HARPER et al., 2001; LEAL et al., 2002). Com relação a  modulação da p38MAPK 
e excitotoxicidade, KAWASAKI e colaboradores (1997) demonstraram a ativação da p38MAPK 
em neurônios granulares tratados com glutamato.  
Foi analisada a  modulação da p38MAPK em fatias de hipocampo de ratos jovens 
incubadas por 1 hora na presença de GMP 1mM, glutamato 10 mM, 1 mM e 10 mM, na presença 
de GMP, e submetidas a 6 horas adicionais de incubação em meio de cultura.   
A Figura 20 A  mostra os “imunoblottings” da fosforilação da p38MAPK e a 
quantificação das bandas é mostrada na Figura 20 B. A fosforilação da p38MAPK foi expressa em 
porcentagem do controle. Pode-se observar uma tendência, porém não significativa, no aumento 
da fosforilação da p38MAPK quando as fatias foram incubadas com glutamato 10 mM. 
Diferentemente, o aumento da concentração de glutamato para 10 mM promoveu diminuição da 
fosforilação da p38MAPK em relação ao glutamato 10 mM. GMP não altera o efeito modulatório do 
glutamato sob a diminuição da fosforilação p38MAPK.  
Glutamato e GMP não alteram o imunoconteúdo p38MAPK em nenhuma das 















































































Figura 20. Avaliação da fosforilação da p38MAPK em fatias de hipocampo tratadas com 
glutamato e GMP 1 mM: As fatias de hipocampo foram incubadas por 1 hora com Glu 10 mM, 
1 mM e 10 mM, na presença ou ausência de GMP 1 mM, e posteriormente incubadas por 6 h em 
meio de cultura. A.“Immunoblotting” representativo da fosforilação da p38MAPK. Controle 
(coluna 1); GMP 1 mM (coluna 2); Glu 10 mM (coluna 3); Glu 1 mM (coluna 4); Glu 10 mM 
(coluna 5); Glu 10 mM + GMP (coluna 6); Glu 1 mM + GMP (coluna 7), Glu 10 mM + GMP 
(coluna 8). B. Análise por densitometria da fosforilação da p38MAPK. Os valores representam a 
média + erro padrão de 8 experimentos realizados em triplicatas.* indica as médias 
significativamente diferentes de Glu10 mM; p< 0.05. C. “Immunoblotting” representativo do 











A ativação de receptores para glutamato tem sido demonstrada em inúmeros 
processos fisiológicos no SNC e periférico. Por outro lado, também foi demonstrado que 
glutamato pode  induzir excitotoxicidade em células neuronais e gliais (CHEN et al., 2000;  
MATUTE et al., 2002). A morte celular desencadeada por glutamato no SNC está envolvida na 
gênese de doenças neurodegenerativas agudas e crônicas, em alterações cognitivas e no 
envelhecimento celular (MICHAELIS et al., 1997, MELDRUM, 2000; SEGOVIA et al., 2000). 
Dependendo do tipo de célula e da concentração de glutamato utilizada, foi demonstrado que 
glutamato pode induzir morte celular com características de necrose e/ou apoptose (CHOI, 1987, 
ANKARCRONA et al., 1995; ANKARCRONA et al., 1998, CHEUNG et al., 1998) . No entanto, 
tão importante quanto o estudo do mecanismo envolvido na toxicidade glutamatérgica, é o estudo 
de compostos que possam interagir com este sistema e dessa forma prevenir ou limitar os efeitos 
tóxicos do glutamato. 
Neste estudo, demonstrou-se que glutamato promove morte celular com 
características apoptóticas. Glutamato induziu redução de viabilidade celular com ausência de 
permeabilização da membrana, indução de liberação do citocromo c da mitocôndria e 
fragmentação de DNA em oligonucleossomas (“DNA laddering”). GMP não alterou a 
diminuição de viabilidade celular induzida por glutamato, porém promoveu aumento da 
fragmentação de DNA. Além disto, o aumento da sua concentração de 1 para 5 mM promoveu 
diminuição na viabilidade das fatias hipocampais. Portanto, demonstrou-se a potencialidade do 
GMP como agente indutor de apoptose em fatias de hipocampo de ratos.  
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Os experimentos realizados para a padronização do modelo de injúria glutamatérgica, 
demonstraram que as fatias hipocampais mantiveram-se viáveis por um  período de incubação de 
até 6 horas em meio de cultura (Figs. 2, 3 e 4). A incubação das fatias com glutamato por 3 horas 
em tampão KRB e 3 horas em meio de cultura, demonstrou perda significativa da viabilidade 
celular em todas as concentrações de glutamato (Fig. 5), sem aumento na liberação de LDH (Fig. 
6). Portanto, ocorreu perda de viabilidade celular dependente de tempo de incubação e 
independente da concentração de glutamato. Por outro lado, quando as fatias permaneceram 
durante as 6 horas de incubação com glutamato em meio de cultura, glutamato 10 mM não 
promoveu perda de viabilidade celular (Fig. 7). Isto indica que a manutenção das fatias durante 
todo o período de incubação em meio de cultura, as torna mais resistentes à perda da viabilidade 
celular induzida por glutamato. A manutenção de fatias cerebrais em cultura por períodos mais 
prolongados (culturas organotípicas) também é realizada utilizando-se meio de cultura, substrato 
que fornece melhores condições para o metabolismo celular (GÄHWILER et al., 1997). Apesar 
de neste estudo utilizar-se um curto período de incubação das fatias hipocampais, quando 
comparado às culturas organotípicas, a manutenção da sua integridade celular também necessita 
da suplementação com meio de cultura. 
Os resultados contraditórios obtidos na presença de glutamato 10 mM, esclareceram-
se através da utilização de um protocolo em que as fatias foram submetidas por 1 hora a 
glutamato e posteriormente mantidas por 6 horas adicionais em meio de cultura. Neste modelo, 
glutamato 10 mM não promoveu perda de viabilidade celular, resultado reprodutível em todos os 
experimentos posteriores e consistente com o papel fisiológico do glutamato como importante 
neurotransmissor excitatório no SNC (MELDRUM, 2000). 
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Glutamato 1 mM e 10 mM, ocasionaram perda de viabilidade celular sem aumento na 
liberação de LDH, independentemente do modelo de incubação (Figs.7, 8, 9 e 10), demonstrando 
que a perda de viabilidade celular é dependente da concentração de glutamato. A ausência de 
toxicidade de glutamato 10 mM pode ser explicada pela existência de carreadores de alta 
afinidade para glutamato nas células gliais, que contribuem efetivamente para a retirada do 
excesso de glutamato da fenda sináptica (DANBOLT, 2001). Consequentemente, apenas 
concentrações mais elevadas de glutamato causaram perda significativa da viabilidade celular em 
fatias de hipocampo de ratos.  
Vários estudos demonstram a interação dos derivados da guanina (DG) com o sistema 
glutamatérgico (SOUZA & RAMÍREZ, 1991; PAZ et al., 1994; TASCA et al., 1995;  PAAS et 
al., 1996; DEV et al., 1996; TASCA et al., 1998; TASCA et al., 1999b). Estudos recentes 
realizados em nosso laboratório demonstraram proteção do GMP frente à neurotoxicidade 
induzida por glutamato em um modelo de isquemia química (MOLZ et al., 2001; OLIVEIRA et 
al., 2002). Neste trabalho, não observou-se efeito neuroprotetor do GMP (Fig. 11) e também não 
foi observado efeito do GMP quando este era pré- incubado ou mantido durante as 6 horas 
adicionais de incubação (dados não mostrados). Este resultado contrasta com os previamente 
encontrados na literatura. No entanto, estudos demonstrando o efeito dos DG antagonizando a 
transmissão glutamatérgica utilizaram modelos de exposição aguda ao glutamato e aos DG. Nos 
estudos in vitro, os DG inibiram respostas celulares induzidas pela ativação de receptores 
metabotrópicos (TASCA et al., 1995, TASCA et al., 1998), assim como a toxicidade induzida por 
glutamato (MOLZ et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002); e in vivo, inibiram convulsões induzidas 
pela injeção de ácido quinolínico (SCHIMIT et al., 2000; LARA et al., 2002). MALCON e 
colaboradores (1997), demonstraram que GMP previne a perda de células estriatais induzida pela 
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injeção de ácido quinolínico. A avaliação histológica foi realizada seis semanas após a indução 
do dano, no entanto, não foi discriminada o tipo de morte celular envolvida neste dano.  
Por outro lado, o efeito protetor de GMP na presença de NMDA, confirma os relatos 
prévios apontando os derivados da guanina como neuroprotetores (Fig. 13). A ausência de 
neuroproteção do GMP no dano induzido pelo agonista endógeno glutamato,  pode sugerir que o 
glutamato não esteja agindo somente via seus receptores específicos. Já foi demonstrado que 
glutamato pode ter ação gliotóxica através da inibição da captação de cisteína por seus 
carreadores gliais antiporter glutamato/cisteína, levando à diminuição da síntese de glutationa e 
indução de estresse oxidativo (YASUI et al., 1996; CHEN et al, 2000). Portanto, considerando 
que glutamato também pode interagir com seus carreadores gliais, além de seus receptores 
específicos, e que nas fatias hipocampais estamos diante de uma população heterogênea de 
subtipos celulares, podemos sugerir que a indução de toxic idade por glutamato possa estar 
ocorrendo não só via ativação de receptores, os quais poderiam ser bloqueados por derivados da 
guanina, mas também via interferência nos transportadores de glutamato. A utilização de H2O2 
como controle positivo para indução de apoptose via estresse oxidativo (SATOH et al., 1998; 
ISHIKAWA et al., 1999), e a observação de efeitos similares aos obtidos com glutamato em 
relação à diminuição de viabilidade celular, indica que é possível que o mecanismo de toxicidade 
glutamatérgica que estamos observando envolva estresse oxidativo.  
A tentativa de aumentar a concentração de GMP para 5 mM também não promoveu 
neuroproteção contra o dano glutamatérgico, além disto, GMP 5mM promoveu redução na 
viabilidade celular nas fatias hipocampais (Fig. 12).  
O glutamato pode exercer suas ações através da interação com receptores 
ionotrópicos e metabotrópicos (MICHAELIS, 1997; DANBOLT, 2001). Constatou-se o 
envolvimento de receptores ionotrópicos na perda da viabilidade celular induzida por glutamato  
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1 mM (Fig. 14), e de receptores ionotrópicos e metabotrópicos na toxicidade induzida por 
glutamato 10 mM (Figs. 14 e 15). O mecanismo primário da morte celular induzida por 
glutamato envolve o desequilíbrio iônico promovido pela entrada excessiva de cálcio, 
inicialmente por atuar via seus receptores ionotrópicos (KA, AMPA e NMDA) e posteriormente 
atuando também via seus receptores metabotrópicos (MICHAELIS, 1998). O aumento na 
concentração de glutamato de 1 para 10 mM, disponibiliza um maior  número de moléculas para 
interagir via receptores ionotrópicos e metabotrópicos. Isto poderia explicar o motivo pelo qual 
um antagonista metabotrópico não reverteu a perda da viabilidade celular promovida por 
glutamato 1 mM, mas apresentou proteção parcial na redução da viabilidade induzida por 
glutamato 10 mM.  
A morte celular induzida por glutamato pode ser tanto necrótica quanto apoptótica. 
Considerando que glutamato induziu injúria celular, sem permeabilização da membrana 
plasmática em fatias hipocampais, avaliou-se o envolvimento de eventos que ocorrem na 
apoptose para caracterizar o tipo de morte celular promovida por glutamato.   
A análise temporal dos eventos que ocorrem durante a apoptose, demonstra que a 
liberação do citocromo c precede a ativação de caspases e a fragmentação de DNA (SASTRY & 
RAO, 2000; MATTSON, 2000; GARRIDO et al., 2001). Em um modelo de indução de hipóxia 
em fatias cerebrais, foi observada liberação do citocromo c da mitocôndria para o citosol das 
células cerca de 1,5 horas após o insulto, seguido da ativação da caspase-9 e a fragmentação de 
DNA (HIRAI et al., 2002). Nossos resultados também demonstraram que a liberação do 
citocromo c precede a  fragmentação de DNA em fatias hipocampais incubadas com glutamato 1 
e 10 mM. Glutamato 10 mM induziu fragmentação de DNA, no entanto, não foi observada 
liberação do citocromo c. Sugere-se que nesta concentração, glutamato promova liberação do 
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citocromo c em períodos anteriores ou posteriores ao analisado neste estudo. Alternativamente, 
glutamato 10 mM poderia estar promovendo fragmentação do DNA através da ativação da via 
apoptótica extrínseca (KORNBLUTH, 2001). Como nossos resultados demonstrando liberação 
de citocromo c por glutamato ainda são avaliações preliminares, uma avaliação temporal mais 
detalhada da liberação do citocromo c fornecerá subsídios para uma melhor compreensão deste 
processo. A indução de liberação de citocoromo c, associada à perda de viabilidade, sem 
permeabilização da membrana celular, indicam que glutamato induz apoptose em fatias de 
hipocampo de ratos. 
Considerando que um dos objetivos deste trabalho foi estudar o possível papel 
neuroprotetor do GMP na morte celular induzida por glutamato, verificou-se a interação do GMP 
na fragmentação de DNA promovida por glutamato. GMP 1 mM não diminuiu a fragmentação de 
DNA induzida por glutamato. Ao contrário, constatou-se que GMP sozinho induz fragmentação 
de DNA e que GMP age no sentido de aumentar a fragmentação de DNA promovida por 
glutamato. Estes resultados observados com a utilização de GMP corroboram os resultados 
previamente apresentados quando GMP (5mM) promoveu perda significativa da viabilidade 
celular (Fig. 13). 
Já foi observado que ADO pode induzir morte celular por apoptose em células 
astrogliais (ABRACCHIO et al., 1995) e em cultura de neuroblastomas (SCHRIER et al., 2002). 
A GUO por sua vez, estimula a liberação de ADO em astrócitos e dessa maneira, pode ser 
responsável por alguns efeitos da GUO (CICCARELLI et al., 2000). Sob condições de 
hipóxia/isquemia, as células astrocitárias podem liberar até três vezes mais GUO que em 
condições normais, e a concentração desta purina pode permanecer elevada por até 30 minutos 
(CICCARELLI et al, 1999). Em um estudo recente, DI IORIO e colaboradores (2002), 
 62 
demonstraram que a adição de GUO às culturas de astrócitos induz liberação de ADO. Esta por 
sua vez, agindo em seus receptores A3, causa apoptose em células astrocitárias. No nosso modelo 
de estudo, não se pode descartar a possibilidade de hidrólise extracelular do GMP e formação de 
GUO pela ação de 5’-ectonucleotidases (ZIMMERMANN, 1994; BOECK et al., 2000). Logo, o 
efeito do GMP pode ser devido a sua degradação e formação GUO, interação com o sistema 
purinérgico via ativação de receptores para ADO e indução de apoptose.  
Em uma tentativa de identificar as vias de sinalização celular envolvidas na morte 
celular induzida por glutamato em fatias de hipocampo de ratos, determinou-se a fosforilação de 
MAPK (ERK 1/2  e p38MAPK). As MAPKs são proteínas quinases ativadas pela dupla 
fosforilação em resíduos específicos de tirosina e treonina (COOB & GOLDSMITH, 1995). Os 
anticorpos usados nesse trabalho reconhecem apenas a forma fosforilada (ativada) destas 
enzimas.   
De maneira geral, considera-se que a ativação de ERK 1/2 é importante na indução de 
fatores de transcrição envolvidos em processos anti-apoptóticos e na sobrevida celular, enquanto 
que a sinalização via ativação da p38MAPK e JNK induzem apoptose (BONNI et al., 1999; 
HARPER & LOGRASSO, 2001; CHANG & KARIN, 2001). Estudos in vitro utilizando culturas 
de células expostas ao glutamato, demonstraram ativação da ERK 1/2 (JIANG et al., 2000; 
GRANT et al., 2001; GIARDINA et al., 2002) e p38MAPK (KAWASAKI et al., 1997; 
MUKHERJEE et al., 1999) e indução de toxicidade. Por outro lado estudos utilizando modelos 
de isquemia in vivo, demonstraram a ativação da via da ERK1/2 e p38MAPK em regiões onde as 
células sobrevivem ao insulto isquêmico (PARSONS et al., 2000). JIN e colaboradores, (2002), 
também demonstraram que a ativação da ERK1/2 inibe apoptose em culturas submetidas à 
isquemia, através da fosforilação e inativação da Bax. A correlação entre a redução de viabilidade 
celular e diminuição da fosforilação da ERK 2 e p38MAPK demonstrada neste estudo, apontam 
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inicialmente para o envolvimento da inibição destas vias de sinalização celular na toxicidade 
glutamatérgica (Fig. 19). No entanto, devemos considerar que, apesar de glutamato induzir morte 
celular com características apoptóticas, a redução de viabilidade poderia ocasionar a depleção dos 
níveis de ATP, necessários para a fosforilação destas quinases. GMP não alterou a modulação das 
vias da ERK 1/2 e p38MAPK induzida por glutamato, semelhante ao observado em relação à 
redução de viabilidade celular das fatias hipocampais.  
Apesar de ERK 1/2 e p38MAPK terem sido inicialmente identificadas como quinases 
ativadas por diferentes estímulos extracelulares, crescentes evidências apontam para a 
intercomunicação entre as duas vias. A ativação da ERK 1/2 e p38MAPK induzem a ativação dos 
mesmos fatores de transcrição (CREB e Elk-1) (TRAVERSE et al., 1992; CAHILL et al., 1996; 
JANKNECHT et al., 1997) e  alguns estímulos podem ativar a via da ERK 1/2 através da 
ativação da via da p38MAPK (LUDWIG et al., 1998). Adicionalmente, as vias das ERK 1/2 e 
p38MAPK  podem  fosforilar substratos comuns (DEAK, 1998).  
Diante do que foi exposto, a dicotomização dos efeitos das MAPKs parece ser apenas 
uma simplificação, considerando a complexidade das vias de transdução de sinal envolvendo as 
MAPKs e o fato de que a ativação destas vias pode induzir diferentes respostas dependendo do 
estímulo e do tipo celular avaliado. A investigação do envolvimento da via das ERK e p38MAPK 
em modelos celulares que mantém a citoarquitetura celular e consequentemente as interações 
entre os diferentes tipos de células apresenta uma nova perspectiva na elucidação da comunicação 
entre as MAPKs e o seu envolvimento em sobrevida e/ou dano celular. Neste sentido, a utilização 
de inibidores ou ativadores da via da ERK 1/2 e da p38MAPK se mostra uma ferramenta 
importante na elucidação da participação destas vias na morte ou sobrevivência celular em fatias 
de hipocampo de ratos submetidas à excitotoxicidade. 
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Acrescentando-se o que foi exposto neste trabalho às informações presentes na 
literatura, pode-se sugerir que a presença dos DG no espaço extracelular pode contribuir para a 
recuperação de células lesadas através de seus efeitos tróficos e/ou via interação com os 
receptores e/ou carreadores glutamatérgicos. Por outro lado, os DG também podem contribuir, 
através da apoptose, para a retirada de células danificadas. Desta maneira, os DG podem agir de 
maneira integrada em diversas respostas celulares numa tentativa de restabelecer a homeostasia 





















5 - CONCLUSÕES 
 
- Glutamato 1 e 10 mM promoveram redução significativa da viabilidade celular sem 
comprometimento da integridade da membrana plasmática, em fatias de hipocampo de ratos. Esta 
redução de viabilidade celular é acompanhada por liberação do citocromo c da mitocôndria e 
fragmentação do DNA em frações internucleossomais, sugerindo que nestas concentrações 
glutamato promova morte celular por apoptose. 
 
- Glutamato 10 mM não promoveu alterações na viabilidade celular e na permeabilidade da 
membrana plasmática e também não induziu liberação do citocromo c da mitocôndria, porém,  
promoveu fragmentação de DNA em frações internucleossomais. 
 
- Glutamato 10 mM não alterou a fosforilação das MAPKs, ERK 1/2 e p38MAPK, no entanto, 
Glutamato 1 e 10 mM, promoveram inibição da ERK 2 e p38MAPK em fatias de hipocampo de 
ratos. 
 
- A perda de viabilidade celular induzida por glutamato 1 mM ocorreu através da ativação de 
receptores glutamatérgicos ionotrópicos, enquanto que glutamato 10 mM reduziu a viabilidade 
celular via ativação de receptores ionotrópicos e metabotrópicos. 
 
- GMP 1 mM não alterou a redução de viabilidade celular induzida por glutamato (1 e 10 mM) e 
não teve efeito sobre a modulação da ERK 2 e p38MAPK induzida por glutamato. Contudo, 
protegeu contra a perda de viabilidade celular induzida pela ativação de receptores NMDA, 
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sugerindo que a redução de viabilidade celular promovida por glutamato pode envolver outros 
mecanismos além da ativação de seus receptores. 
 
- GMP 1 mM induziu fragmentação de DNA e aumentou o grau de fragmentação de DNA 
promovido por glutamato. O aumento da concentração de GMP de 1 para 5 mM reduziu a 




































6 - PERSPECTIVAS 
 
 
- Verificar se a morte celular apoptótica induzida por glutamato e GMP em fatias de 
hipocampo de ratos é bloqueada por antagonistas glutamatérgicos e purinérgicos. 
 
- Verificar o envolvimento da modulação das vias das ERK 1/2 e p38MAPK na morte celular 
apoptótica em fatias de hipocampo de ratos, através da utilização de inibidores e/ou 
ativadores destas vias. 
 
- Comparar a morte celular por apoptose induzida por glutamato em fatias de hipocampo de 
ratos com outros modelos de organização celular, através da utilização de culturas de células 
neuronais, astrocitárias e co-cultura destes dois tipos celulares (provenientes do hipocampo de 
ratos).  
 
- Nestes distintos tipos celulares, avaliar as diferenças de ativação de subtipos de receptores 
glutamatérgicos, diferenças temporais na indução dos mecanismos moleculares envolvidos na 
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